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RAPPORT 85 .4 Pr.nr. 505.0610 
Projekt: Ontwikkeling van methoden voor het aantonen en bepalen van 
antibiotica op microbiologische wijze 
Onderwerp: Bacteriegroeiremmende stoffen in boerde rijmelk 
Bijlage: Methode . 
Doel: 
Nagaan of een opgestelde methode van onderzoek geschikt is om op de 
melkcontrolestations te gebruiken bij de kwaliteitscontrole van boer-
derijmelk. 
Samenvatting: 
Uitgevoerd werden een drietal ringonderzoeken met die melkcontrole-
stations die belast zijn met de kwalitei tscontrole van boerderijmelk . 
Aan diverse porties steriele volle melk werden verschillende bacterie-
groeiremmende stoffen in diverse conce ntraties toegevoegd. In porties 
van elk ca. 10 ml verdee ld en als een serie van 40 monsters naar de 
deelnemers verzonden. De melkcontrolestations moesten aangeven welke 
monst ers een bacteriegroeiremmende stof bevatten en zo ja, aangeven of 
het penicilline, semi- synthetische penicilline, een sulfapreparaat of 
een ander antibioticum betrof. 
Conclusie: 
Deze methode is geschikt om penicilline , semi-synthetische penicilline, 
sulfamethazine, dapsone en oxytetracycline in de resp. concentraties 
van 0,005 IE/ml, 0,16 ~g/ml, 1 ~g/ml, 0,06 ~g/ml en 0,21 ~g/ml boer-
derijmelk aan te tonen. Andere bacteriegroeiremmende stoffen zullen 
nog nader onderzocht moeten worden. 
Veranttworde lijk: N.J .G. Broe~ 
"· Hedeto7erkers/Samenstellers: P ,J. Her ben, N .J .G. Broex 
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1. Inleiding 
Bij de regulaire controle van boerderijmelk wordt er momenteel onder-
zoek verricht naar melkvreemde bacteriegroeiremmende stoffen . De ge-
bruikte methode, als omschreven in de bundel "Landelijke voorschriften 
voor de uitvoering van het kwaliteitsonderzoek en voor de klasse-
indeling van de door veehouders geleverde melk", is echter niet ge-
schikt om ook residuen van sulfapreparaten in melk aan te tonen. Een 
dergelijke methode is momenteel wel beschikbaar en vooronderzoek heeft 
aangetoond dat deze methode mogelijk geschikt is om op grote schaal 
toegepast te worden op die melkcontrolestations die belast zijn met de 
hlBliteitscontrole van boerderijmelk. ~iet deze methodiek is het moge-
lijk in vrij korte tijd, op grote schaal en betrekkelijk eenvoudig 
boerderijmelk te screenen op penicilline, semi-synthetische penicil-
line, sulfapreparaten en andere bacteriegroeiremmende stoffen . 
Het doel van deze onderzoeken was om deze methode verder te testen op 
de melkcontrolestations. 
Als monstermateriaal werd steriele volle melk gebruikt waaraan de 
verschillende bacteriegroeiremmende stoffen in diverse concentraties 
waren toegevoegd. Aan de melkcontrolestations ~~erd driemaal een serie 
van veertig monsters gezonden met het verzoek deze nader te onderzoeken 
op de evt . aanwezige bacteriegroeiremmende stoffen en een gedeelte-
lijke identificatie . Het doel van deze ringonderzoeken was dus driele-
dig 
a. nagaan of de methode gemakkelijk en zonder al te veel problemen op 
de melkcontrolestations was na te werken 
b. de melkcontrolestations vertrouwd te maken met de methode 
c. na te gaan welke concentraties, van de verschillende gebruikte bac-
teriegroeiremmende stoffen, nog te screenen zijn met deze methode. 
2. Materiaal en methode 
Aan diverse porties ste riele volle melk werd in vari~rende concentra-
ties penicilline, cloxacilline, sulfamethazine, dapsone (4-4' diamino-
diphenylsulfone) en oxytetracycline toegevoegd . Van deze porties werd 
steeds ca. 10 rul in buisjes afgevuld en samen met een aantal blanco's 
(melk zonder enige toevoeging) in een serie van totaal 40 monsters in 
diepgevroren toestand naar de deelnemende laboratoria verzonden. (Voor 
de nummering van de monsters met bijbehorende bacteriegroeiremmende 
stof en hun concentraties zie tabel 1 t/m 3 .) 
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De monsters werden steeds zo aangeboden dat enige herkenning niet 
mogelijk was met uitzondering van monster nr. 1 dat steeds als bekende 
blanco werd verzonden. 
De series monsters bestonden steeds uit: 
6 blanco's, 6 monsters met penicilline, 2 monsters met cloxacilline, 
6 monsters met oxytetracycline, 12 monsters met sulfamethazine en 8 
monsters met dapsone (4-4' diaminodiphenylsulfone). 
De concentraties varieerden steeds voor 
- penicilline van 0,003 11g/ml - 0,063 11g/ml 
- cloxacilline van 0,16 llg/ml - 0,17 ).Jg/ml 
- oxytetracycline-HCl van 0,21 llg/ml - 0,85 ).Jg/ml 
- sulfamethazine van 0,5 ).Jg/ml - 4,2 ).Jg/ml 
- dapsone van 0 , 07 ).Jg/ml - 0) 145 ).Jg/ml 
2 . 2 Hetbode 
Ontwerp-voorschrift betreffende het aantonen en identificeren van 
melkvreemde bacteriegroeiremmende stoffen in boerderijmelk, 6 juni 1984 
Dr ir T.E . Galesloot et al. (bijlage 5) . 
De methode geeft 
- reactie op de aanwezigheid van residuen van sulfapreparaten 
- reactie op de aam1ezigheid van penicilline met een bepaling van de 
concentratie 
- reactie op de aanwezigheid van semi-synthetische penicilline met een 
bepaling van de concentratie 
- de aam>1ezigheid van andere bacteriegroeiremmende stoffen, overeen-
komend met een penicilline concentratie van groter of gelijk aan 
0,01 IE/ml. 
2 . 3 Onderzoek 
Veelal op dag van ontvangst werden de monsters meteen onderzocht . De 
monsters werden diepgevroren in polystyreendozen verzonden zodat ze 
bij ontvangst nagenoeg ontdooid waren en na zorgvuldig mengen meteen 
in onderzoek genomen konden worden. 
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3. Resultaten 
De resultaten zijn per rondzending per deelnemer samengevat in de bij-
lagen 1 t/m 4. 
Bijlage 1 Blanco's + penicilline. 
Bijlage 2 Cloxacilline + oxytetracycline. 
Bijlage 3 Sulfamethazine. 
Bijlage 4 Dapsone. 
4. Aan- en/of opmerkingen betreffende de methode 
- Lab E heeft, door omstandigheden, slechts 1 maal kunnen deelnemen 
aan dit onderzoek. In een later stadium zal nog enig aanvullend 
onderzoek nodig zijn. 
- Doordat er enig verschil is in kleuring van het medium in de buizen 
met en zonder para-aminobenzo~zuur heeft lab A bij het tweede onder-
zoek (week 48) de blanco's veelal verkeerd beoordeeld . Aanvullend 
onderzoek tussen het tweede en derde onderzoek heeft aangetoond dat 
deze blanco' s onterecht als sulfa "positief" t<1aren beoordeeld. 
- Het aantonen van 0,5 ~g/ml sulfamethazine is bij ringonderzoeken als 
deze haalbaar. Bij onderzoek op praktijkschaal (grote series!) zal 
de haalbaarheid bij 1 i 2 ~g/ml liggen. 
- Dapsone is aantoonbaar in een concentratie van 0,05 ~g/ml mog elijk 
nog lager. 
- Bij het gebruik van andere antibiotica is bij deze ringonderzoeken 
alleen oxytetracycline-HCl gebruikt. Andere antibiotica zullen nog 
nader onderzocht moeten worden. 
- Ook voor wat betreft het detectieniveau van andere sulfapreparaten 
is nader onderzoek nodig. 
s. Conclusies 
- Na de noodzakelijke afleeservaring werden alle blanco ' s als zodanig 
aangemerkt. 
- Penicilline werd tot het niveau van 0,03 ~g/ml goed aantoonbaar. Een 
gehalte van 0,003 ~g/ml werd in 71% van de monsters aangetoond. 
- Semi-synthetische penicilline werd in 84% van de monsters aangetoond. 
Lab D heeft deze toevoeging in geen van de monsters aangetoond! 
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- 4 ~g/ml sulfamethazine werd in alle monsters aangetoond, 2 ~g/rnl in 
87% van de monsters, 1 ~g/ml in 69% van de monsters en 0,5 ~g/ml in 
53% van de monsters. De percentages zijn voor de laatste rondzending 
resp. 100, 100, 88 en 67%. Wat wijst op een duidelijke verbetering 
na het opdoen van enige ervaring. 
- Dapsone werd op een niveau van ongeveer 0,062 ~g/ml in 94% van de 
monsters aangetoond. Ook dit gehalte zal waarschijnlijk met de 
nodige onderzoekervaring zeker omlaag gaan. 
- Lab A had wat problemen bij het kiezen van het moment van aflezen 
maar deze zijn inmiddels opgelost. 
- Lab B had op een enkele uitzondering na alles juist beoordeeld. 
- Lab C toonde tot 1 ~g/ml sulfamethazine redelijk goed aan, 0,5 ~g/ml 
sulfarnethazine werd niet aangetoond. 
- Lab D toonde de blanco's, de penicillines, de sulfa's en de andere 
antibiotica goed aan maar zal nader onderzoek moeten verrichten 
waarom de cloxacillines als andere antibiotica werden gerapporteerd. 
- Lab E deed slechts 1 maal mee. Zal nog nader onderzoek moete n 
verrichten voordat tot onderzoek op praktijkschaal kan ~·Tarden over-
gegaan. 
- Lab F toonde bij de eerste twee onderzoeken de lagere gehaltes aan 
sulfamethazine niet aan. In het derde ringonderzoek toonde ook dit 
lab alle toevoegingen juist aan. 
- Lab G (Referentielab). Enkele missers op de lagere niveau's, waar-
schijnlijk ook hier een k1o~estie van afleesmoment. 
- De methode als hier onderzocht is bruikbaar om op praktijkschaal op 
de melkcontrolestations te worden getoetst. 
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Tabel 1 Toevoeging bacteriegroeiremmende stof in rondzendmonsters 
Onderzoek uitgevoerd in week 45 
Nonster Toevoeging 
nummer 
1 Blanco 
2 penicilline 
3 dapsone 
4 sulfa 
5 dapsone 
6 blanco 
7 penicilline 
8 penicilline 
9 dapsone 
10 cloxacilline 
11 sulfa 
12 blanco 
13 sulfa 
14 penicilline 
15 dapsone 
16 o.T.c. 
17 O.T.C. 
18 sulfa 
19 penicilline 
20 sulfa 
1 mg Penicilline = 1595 IE. 
sulfa = sulfamethazine 
Conc. 
l-tg/ml 
0.030 
0.125 
0,500 
0,062 
0,003 
0,006 
0,125 
0,165 
2,000 
1,000 
0,006 
0,062 
0,1~25 
0,850 
1,000 
0 003 
0,500 
dapsone = 4-4' diamino diphenylsulfone 
O.T.C. oxytetracycline HCl 
1984 
Nonster Toevoeging 
nummer 
21 dapsone 
22 daosone 
23 blanco 
24 sulfa 
25 o.T.c. 
26 cloxacilline 
27 sulfa 
28 blanco 
29 sulfa 
30 O.T.C. 
31 daosone 
32 dapsone 
33 O.T.C. 
34 sulfa 
35 sulfa 
36 sulfa 
37 O.T.C. 
38 sulfa 
39 blanco 
40 penicilline 
Conc. 
l-tg/ml 
0,12 5 
0,062 
2,_000 
0,850 
0,165 
0,500 
4,000 
0,425 
0,125 
0 062 
0,210 
0,500 
4,000 
1,000 
0,210 
1,000 
0,030 
Tabel 2 Toevoeging bacteriegroei remme nde stof i n rondzendmonsters 
Onderzoek uitgevoerd in week 48 
Honster Toevoeging Conc. 
nummer )Jg/ml 
1 Blanco 
2 Dapsone 0, 07 
3 Penicilline 0 , 006 
4 Blanco 
5 Penicilline 0, 003 
6 OTC 0 , 210 
7 OTC 0, 420 
8 Sulfa 0, 5 
9 Da psone 0 ,14 
10 Cloxa 0, 18 
11 Blanco 
12 DaQS one 0, 07 
13 Sulfa 1,1 
14 Dapsone o, 14 
15 Blanco 
16 Cloxa 0,18 
17 Sulfa 1,1 
18 OTC 0 , 420 
19 Penicilline 0,006 
20 OTC 0, 850 
1 mg Penicilline 
s ulfa 
= 1595 IE. 
s ulfamethazi ne 
1984 
Nonster 
nummer 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
dapsone 
O.T . C. 
4-4 ' diamino di phenylsulfone 
oxy t etracycl i ne HCl 
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Toevoeging 
Sulfa 
Sulfa 
Dapsone 
Sulfa 
Penicilline 
Sulfa 
Dapsone 
OTC 
Sulfa 
Sulfa 
Sulfa 
Penicill i ne 
Sulfa 
OTC 
Blanco 
Blanco 
Sulfa 
Dapsone 
Penicilline 
Dapsone 
Conc. 
)Jg/ml 
0 , 5 
1, 1 
0 , 14 
1 , 1 
0 , 030 
4 , 2 
0 , 07 
0 , 850 
2 1 
2 l 
0 5 
0,003 
4,2 
0 , 210 
0 , 5 
0 , 14 
0 , 030 
0 , 07 
Tabel 3 Toevoeging bacteriegroeiremmende stof in rondzendmonsters 
Onderzoek uitgevoerd in week 51 1984 
Honster Toevoeging Conc. Monster Toevoeging Conc. 
nummer )..lg/ml nummer )..lg/ml 
1 Blanco 21 Blanco 
2 Dapsone o, 145 22 Sulfa 1,0 
3 Penicilline 0,003 23 OTC 0,22 
4 OTC 0,22 24 Sulfa 1,0 
5 OTC 0,87 25 Sulfa 0,5 
6 Dapsone 0,145 26 Dapsone 0,145 
7 Sulfa 2,0 27 Blanco 
8 Sulfa 0,5 28 Sulfa 0,5 
9 Blanco 29 Penicilline 0,003 
10 Penicilline 0,03 30 OTC 0,43 
11 OTC 0 43 31 Cloxacilline 0,16 
12 Dapsone 0 073 32 Blanco 
13 Blanco 33 Sulfa 4,0 
14 Dapsone 0,073 34 Sulfa 1 0 
15 OTC 0,87 35 Sulfa 4,0 
16 Dapsone 0,073 36 Dapsone 0 145 
17 Sulfa 1 ,o 37 Penicilline 0,006 
18 Penicilline 0,03 38 Penicilline 0,006 
19 Sulfa 2,0 39 Cloxacilline 0 J 16 
20 Dapsone 0,073 40 Sulfa 0,5 
1 mg Penicilline = 1595 IE. 
sulfa sulfamethazine 
dapsone = 4-4' diamino diphenylsulfone 
O.T.C. oxytetracycline HCl 
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Bijlage 1 
Blanco's ( steriele volle melk zonder toevoeging) 
Week 45 48 51 
Lab code 
A b b b b 8 s 8 s 8 s s s b b b s s s 
B b b b b b b b b b b b b b b b b b b 
c b b b b b b b b b b b b b b b b b b 
D b b b b b b b b b b b b b b b b b b 
E b b b b b b 
F b b b b b b b b b b b b b b b b b b 
G b b b b b b b b b b b b b b b b b b 
% positieve 94 , 4% 85,7% 91 ,7% 
beoordeling 
Penicilline (kalium benzyl) 
Week 45 48 51 
Conc. 
J.lg/ml 0,03 0,006 0,003 0,03 0,006 0,003 0,032 0,0063 0,0032 
Lab code 
A p p p p a a a a p p p p p s p p p p p a a 
B p c p p p p p p p p p p p p p p p p 
c p p p p p p p p p p p p p p p p p p 
D p p p p p p p p p p p p p p p p p p 
E p p p p a a a a 
F p p p p p a a· p p p p b b p p p p p p 
G p p p p p p p c p p p p p p p p b b 
% positi eve 91, 7ï. 100% 75% 92,9% 100% 64,3% 100% 100% 75% 
beoordeling 
b = blanco 
p = penicilline 
c = cloxacilline 
a a = ander antibioticum 
s = sulfapreparaat 
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Bijlage 2 
Cloxacilline 
\-leek 45 48 51 
Conc . 0,17 0,17 0,16 
llg/ml 
Lab code 
A c c c c c c 
B c c c c c c 
c c c c c c c 
D a a a a a a a a a a a a 
E c c 
F c c c c c c 
G c c c c c c 
% positieve 83,3% 85,7% 83,3% 
beoordeling 
Ander Antibioticum (Oxytetracycline-HCl) 
\-leek 45 48 51 
Conc . 
llg/ml 0,85 0 ,LI3 0,21 0,85 0,42 0,21 0,87 0,43 0,21 
Lab code 
A a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a é: a a a a a é: a a a a a a a a 
B a a a a a a a a a~ a a a a a a a a a a a é: a a a a a é: a a a a a a a a 
c a~ a~ a~ a c: t t a a a a a a a a a a a a a a a a a a a~ aé a a 
D aé aé aé a é: a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a a~ a~ a a 
E c c c c c I 
F a~ a é: a~ a a a a a a a a a a a a a a a a a~ a a a é a a a~ a~ a c: 
G a c: a<: a ;:; a a a a a a a a a a a a a a a a a ~ a a a ~ a a a c: a c: s 
% positieve 100% 100% 83 , 3% 85 , 7% 85,7% 85 , 7% 100% 100% 91,7~ 
beoordeling 
b blanco 
p penicilline 
c cloxacilline 
aa ander antibioticum 
s s ul f a preparaat 
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Bijlage 3 
Sulfamet hazine 
'~eek 45 48 
Conc . 4 2 1 0, 5 4 , 2 2,1 1 , 1 0,5 
J-l g/ ml ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm 
Lab code 
A s s s s s s s s s s s b s s s s s s s s s s s s 
B s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s 
c s s s b b b b b b b b b s s s s s s s s s b b b 
D s s s s s s s b b b b b s s s s b b b b s b b b 
E s s s s b b b b b b b b 
F s s b b b b b b b b b b s s b b b b b b b b b b 
G s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s aéJ 
% positieve 100% 7 5% 62 , 5% 45 , 8% 100% 85,7% 57 , 1% 46,4% 
beoordeling 
Week 51 
Conc . 4 , 2 2 , 1 1, 1 0, 5 
J-l g / ml ppm ppm ppm ppm 
Lab code 
A s s s s s s s s s s s b b bl anco 
B s s s s s s s s s s s s p = penicilline 
c s s s s s s b b b b b b c cloxacilline 
D s s s s s s s s s s s b a a ande r antibioticum 
E s = s ulfapreparaat 
F s s s s s s s s s s s s 
G s s s s s s s b s s b b 
% positieve 100% 100% 87 , 5% 66 , 7% 
beoordeling 
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Bijlage 4 
4-4 ' diamino diphenylsul fone (dapsone) 
Heek 
Conc. 0,125 
}.lg/ml 
Lab code 
A s 
B s 
c s 
D s 
E 
F s 
G s 
% positieve 
beoordeling 
b = blanco 
p = penicilline 
c = cloxacilline 
s s 
s s 
s s 
s b 
s s 
s s 
91,7% 
aa ander antibioticum 
s s ulfapreparaa t 
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45 
0 ,0625 
s s s s s 
s s s s s 
s s s s b 
b s s s s 
s s b b b 
s s s s s 
83,3% 
s 
s 
s 
s 
a a 
s 
s 
48 
0,14 0,07 
s s s s s s s s 
s s s s s s s s 
s s s s s s s s 
s s s s s s s s 
al: a a a a s s s s 
s s s s s s s s 
s s s s s s s s 
85,7% 100% 
51 
0,145 
s s s 
s s s 
s s s 
s s s 
s s s 
s s s 
100% 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
o, 0725 
s s 
s s 
s s 
s s 
s s 
s s 
100% 
s 
s 
s 
s 
s 
s 
/ I 
/ 
2 
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CENTRAAL ORGAAN VOOR HELKHYGIENE 
Ontwerp-voorschrift betreffende het aan-
tonen en identificeren van melkvreemde, 
b a c t e r i e g r o e i r e m m e n d e s t o f f e n i n b o e r -
d e r _i j ~ e 1 k 
I n 1 e i d i n g 
Dit voorschrift zal, uiteraard na aanpassing van 
mogelijk ook van de inhoud, het huidige voorschrift 
toekomst gaan vervangen . Het voorschrift wordt eerst 
gebracht om de veranderingen en enkele belangrijke 
lijker naar voren te kunnen brengen. 
de vorm en 
in de naaste 
in deze vorm 
zaken duide-
Het onderzoek richt zich op het aantonen en identificeren van 
residuen van antibiotica en sulfapreparaten in melk. Om resten van 
laatstgenoemde middelen te kunnen aantonen, dient een stof te 
\'lorden toegevoegd, te weten trimethoprim, die de \'ierking van 
sulfaresiduen versterkt. 
De ont\•Tikkeling van het antibiotica-onderzoek maakt het ook 
ge\.,ens t de huid i ge opsporingsproef met S . thermoph il us te ver-
vangen door een opsporingsproef met B. calidolactis. 
Onderdelen van het onderzoek 
De volgende onderdelen kunnen worden onderscheiden: 
- Opsporen van verdachte monsters. 
- Nader onderzoek van verdachte monsters. 
Dit nader onderzoek houdt in: 
- Reactie op de aanwezigheid van sulfaresiduen. 
- Reactie op de aanweiigheid van residuen van penicilline. Deze 
reactie wordt gecombineerd met een bepaling van de concentratie. 
- Reactie op de aanwezigheid van semi-synthetische (penicillinase 
resistente) penicillines. Hierbij wordt ook een concentratie be-
paald, doch deze \'IOrdt uitgedrukt in concentraties overeenkomend 
in groeiremming met een bepaalde concentratie pencilline G. 
- Als groeiremmende stoffen in de melk niet reageren bij de 
hierboven genoemde onderzoekingen en hun bacteriegroeiremmende 
werking komt overeen met 0,01 IE penicilline G/ml of meer, 
wordt, en kan ook worden, aangenomen dat residuen van andere 
antibiotica dan penicillines aanwezig zijn. 
Opsporen van verdachte monsters 
Principe 
Een hoeveelheid van het te onderzoeken monster melk wordt ge-
pipetteerd op een agarmedium waaraan trimethoprim, een pH-indica-
tor en bacteriesporen zijn toegevoegd . 
./ . 
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Na de bacteriegroeiremmende stoffen de gelegenheid te hebben 
gegeven te diffunderen in de agar, wordt de mel k afgegoten. 
Vervolgens wordt de agar bebroed. Gedurende deze bebroeding wordt 
nagegaan of de verkl euring van de agar achterblijft bij de ver-
kleuring van de agar bij een proef met onverdachte melk . 
Agarmedium en buizen met proefcultuur 
Samenstelling basismedium 
Hiervoor \Y'Ordt Plate Count Agar genomen. Bereiding volgens de 
fabrikant. Zo ook de sterilisatie . 
Bereiding toevoegingen 
Er \'lord t een oplossing van broomkresolpurper gemaakt door 250 mg 
van deze indicator op te lossen in 5 ml 96% ethanol en deze 
oplossing aan te vullen met water tot 100 ml. 
Er wordt een oplossing van trimethoprim gemaakt door 5 mg van deze 
stof op te lossen in 5 ml 96% ethanol en deze oplossing met water 
aan te vullen tot 1.000 ml. 
Er wordt gebruik gemaakt van een sporesuspensie van B. stearo-
thermophilus var calidolactis (code C953) die per ml 107 à 108 
sporen bevat. 
Bereiding samengesteld medium (proefcultuur) 
Aan 100 ml gesmolten basismedium wordt bij 50- 65°C aseptisch 
toegevoegd: 
2 ml van de oplossing van broomkresolpurper. 
2 ml van de oplossing van trimethoprim . 
2 ml van de sporesuspensie . 
Vullen van cultuurbuizen met proefcultuur 
Het samengestelde medium \Y'Ordt gemengd. Daarna \'lorden 
cultuurbuizen (im'lendige diameter 16 rrm, lengte 8 tot 
gevuld met 1 ml proefc ultuur. Laat de agar stollen. 
kleine 
10 cm) 
Deze gevulde buizen dienen elke dag opnieuw te worden bereid uit 
basismedium en toevoegingen. 
Controlemelk (me lk 
heden groeiremmende 
die bepaalde hoeveel-
s t o f f e n b e v a t ) 
Bereiding van sulfamethazine bevattende melk 
Er wordt een oplossing van sulfamethazine gemaakt door 10 mg van 
deze sto f op te lossen in 10 ml 96% ethanol en deze oplossing met 
water aan te vullen tot 100 ml . Aldus ontstaat een oplossing die 
100 ug sulfamethazine bevat per ml. 
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Vul hoeveelheden van 1,2 en 5 ml sulfamethazine-oplossing met 
ondermelk aan tot 100 ml. Aldus wordt controlemelk verkregen die 
per ml 1,2 of 5 ~g sulfamethazine bevat. 
Bereiding van penicilline bevattende melk 
Een stamoplossing die 100 IE/ml bevat, wordt gemaakt door 15 mg 
penicilline G op te lossen in 250 ml \'later. Van deze oplossing 
wordt 1 ml met \'la ter tot 100 ml verdund \'laardoor een oplossing 
ontstaat die 1 IE/ml bevat. 
Vul 1 en 0,5 ml van deze verdunde penicilline-oplossing met 
ondermelk aan tot 100 ml. Aldus wordt controlemelk verkregen die 
per ml 0,005 of 0,01 IE penicilline bevat. 
Opmerking 
De oplossingen van sulfamethazine en penicilline dienen steeds 
vers te zijn. Men dient een hoeveelheid controlemelk te maken die 
toereikend is voor één à t\.,ree maanden. De controlemelk is, mits 
bewaard bij -15 tot -20°C twee maanden houdbaar. 
De voor het maken van controlemelk te gebruiken ondermelk dient 
vrij te zijn van bacteriegroeiremmende stoffen. Men kan ook 
uitgaan van magere melkpoeder die vrij is van groeiremmende 
stoffen. 
De te onderzoeken monsters melk worden zodanig gemengd dat ze goed 
homogeen zijn . 
Daarna wordt van elk monster 0,3 ml gebracht in een cultuurbuis 
met 1 ml gestolde proefcultuur. De van de te onderzoeken melk 
voorziene buizen (melkmonsterbuizen) worden 2 uur be\'laard bij 
kamertemperatuur om de residuen van de groeiremmende stoffen de 
gelegenheid te geven in de agar te diffunderen. 
Daarna \'lordt de melk afgegoten. Het is namelijk gebleken dat de 
melk storend werkt bij de aflezing van de proef . 
Daarna worden de melkmonsterbuizen bebroed bij 63,5 ± 0,5°C in een 
goed circulerend waterbad. Het is mogelijk dat een luchtstoof met 
een sterk geforceerde luchtcirculatie ook bruikbaar is. 
Per serie melkmonsterbuizen dient te worden gezorgd voor een 
voldoende aantal buizen behandeld met controleme 1 k (con t r o 1 e-
buizen). Tevens dienen buizen behandeld met blanco melk, dat is 
melk zonder groeiremmende stoffen, te worden toegevoegd aan het 
onderzoek (blanco buizen). 
Bij onderzoek van monsters boerderijmelk zullen in het algemeen de 
meeste melkmonsterbuizen ten aanzien van de verkleuring van de 
agar zich gedragen als blanco buizen. Men mag immers ven.,rachten 
dat de meeste monsters geen groeiremmende stoffen zullen bevatten • 
. I . 
3.5 
- 4 -
Gedurende de bebroeding van de buizen wordt de verkleuring van hun 
agar gevolgd. Als de verkleuring van de agar in de blanco buizen 
en in vele van de melkmonsterbuizen nagenoeg is voltooid, begint 
het aflezen van de proef. Als alles normaa l verloopt is er op dit 
tijdstip 3 tot 3t uur bebroed. 
Bij het aflezen wordt nagegaan welke melkmens terbuizen duidelijk 
achterblijven bij de blanco buizen ten aanzien van de verkleuring 
van hun agar. De met eerstgenoemde buizen corresponderende mon-
sters melk worden beschouwd als verdacht. 
De verkleuring van de agar in de controlebuizen dient uiteraard 
ook achter te blijven bij de verkleuring van de agar in de blanco 
buizen. 
Bij het onderzoek van grotere aantallen monsters dienen gepaste 
maatregelen te worden genomen om zulke vertragingen nauwkeurig te 
kunnen vaststellen. Men kan dit bereiken door het ,.,.aterbad niet 
ineens geheel te vullen met buizen. Na het afgieten van de melk, 2 
uur na het vullen van de buizen, kunnen de buizen zonder bezwaar 
enige tijd worden bewaard bij kamertemperatuur. 
Ondanks de toevoeging van de trimethoprim is de invloed van 
sulfaresiduen op het tijdstip van verkleuren niet groot. 
Het beoordelen van de buizen ten aanzien van de kleur dient met 
zorg te gebeuren. In rekken met slechts 2 rijen buizen kan dit 
gebeuren door de buizen van opzij te bezien. Dit is de beste wijze 
van beoordelen. In rekken met meer rijen buizen dient de bodem van 
de rekken op de plaats, waar de buizen op de bodem rusten, 
openingen te hebben. Zodoende kunnen de buizen worden beoordeeld 
aan de onderkant met opvallend licht of van boven me t doorvallend 
licht·. 
In verband met het verdere onderzoek op residuen van antibiotica 
is het van belang niet alleen na te gaan welke melkmonsterbuizen 
duidelijk achterblijven bij de verkleuringen van hun agar in 
vergelijking met de blanco buizen, doch ook vast te stellen welke 
melkmonsterbuizen een t en 1 uur achterblijven in dit opzicht. 
Opmerking 
Bij het opsporingsonderzoek van een groot aantal monsters is het 
welhaast onvermijdelijk dat een aantal monsters dat geen groei-
remmende residuen bevat, ook als verdacht \...ardt aange,.,rezen. Deze 
situatie is zelfs enigszins ge,.,renst, omdat anders de nam.,rkeurig-
heid ten aanzien van het opsporen van monsters melk die sulfa-
residuen bevatten, te gering wordt. 
Dit verschijnsel levert echter geen bezwaren op. Bij het bevesti-
gingsonderzoek op sulfaresiduen, dat vam.,rege het geringe aantal 
monsters nauwkeur i ger kan, en ook moet worden uitgevoerd, komen 
deze ten onrechte verdachte monsters vanzelf te voorschijn. 
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Reaktie op de aanwezigheid van sulfaresi-
duen 
Principe 
Om de aanw·ezigheid van sulfaresiduen vast te stellen \."ordt gebruik 
gemaakt van he t feit dat para-aminebenzoëzuur de invlo ed van 
sulfaresiduen tegengaat. Door een flinke hoeveelheid van deze stof 
toe te voegen, wordt deze invloed zelfs nagenoeg opgeheven. Door 
met een verdacht me lkmonster de in 3 beschreven proef nogmaals uit 
te voeren, doch nu in tweevoud, en aan ~~n van de buizen p-amino-
benzoëzuur toe te voegen kan door het tijds tip van verkleurin g 
\'laar te nemen \"orden vastgesteld of in het verdachte monster 
sulfaresiduen aanwezig ZlJn. De agar in de buis met p-aminobenzoë-
zuur verkleurt in dat geva l eerder dan de agar in de buis zonder 
deze stof. 
Agarmedium en buizen met 
v e s t i g i n g s c u 1 t u u r 
Buizen met proefcultuur 
Zie 3.2 
Buizen met bevestigingscultuur 
proef- e n b e -
Maak een oplossing van p-aminobenzoëzuur door 1,0 g van deze stof 
op te lossen in 200 ml water. 
Aan 100 ml proefcultuur wordt toegevoegd 2 ml oplossing van 
p-aminobenzoëzuur. ·Daarna worden kleine cultuurbuizen (zie 3. 2 .4) 
gevuld met 1 ml van de aldus gemaakte bevestigingscultuur. 
W e r k w i j z e 
Van een verdacht monster wordt 0,3 ml overgebracht in een buis met 
proefcultuur en 0,3 ml in een buis met bevestigingscultuur. 
Beide melkmonsterbuizen laat men daarna 2 uur staan bij kamer-
temperatuur. Daarna g iet men de me lk af. 
Vervolgens worden beide buizen bebroed in een goed circulerend 
waterbad van 63,5 ~ 0,5°C. 
Zorg voor de aam ... ezigheid van blanco buizen, controlebuizen en 
controlebuizen met para-aminobenzoëzuur. 
Het is noodzakelijk op zodanige wijze te werken dat de buizen van 
opzij kunnen worden beoordeeld. 
Als de verkleuring van de agar in de blanco buizen 
controlebuizen met para-aminebenzoëzuur nagene eg is 
begint he.t beoordelen van de melkmonsterbuizen. 
en in de 
voltooid, 
Als in een melkmonsterbuis met proefcultuur de verkleuring van de 
agar duidelijk achterblijft bij de verkleuring van de agar in de 
corresponderende melkmonsterbuis met bevestigingscultuur, zijn in 
het betreffende monster melk sulfaresiduen aanwezig. 
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R e a c t i e o p d e a a n w e z i g h e i d v a n p e n i c i 1 1 i -
ne 
V a s t s t e 1 1 i n g v a n d e c o n c e n t r a t i e 
I n 1 e i d i n g 
Verdachte monsters waarbij de verkleuring van de agar in de 
melkmonsterbuizen langer dan 1 uur achte rbl eef ten opzichte van de 
verkleuring van de agar in blanco buizen, dienen te worden onder-
zocht op de aanwezigheid van penicillineresiduen. 
Principe 
Men leg t een schijfje filtreerpapier, gedrenkt in het te onder-
zoeken monster, op een agar voedingsbodem, welke geënt is met een 
voor antibiotica gevoelige bacterie. 
Indien het monster bacteriegroeiremmende stoffen bevat, is na 
bebroeden van de agarplaat rondom het papierschijfje e en heldere 
zone zichtbaar. De diameter van deze zone is afhankelijk van de 
aard en de concentratie van deze stoffen. 
Door ook een proef uit te voere n me t schijfjes die penicillinase 
be vatten, kan worden vastgesteld dat er penicillineresiduen 
aanwezig zijn. 
Agarmedium en petrischalen met proefcul-
tuur 
Hiervoor \Wrdt gebruik gemaakt van het bas ismedium ge noemd in 
3.2.1. 
De bodem wordt vloeibaar gemaakt en, na afkoeling in een waterbad 
van 50 à 55°C, voorzien van .2 ml sporesuspen s ie per 100 ml ag ar 
zoals genoemd in 3.2.2. 
De geënte agar g iet men uit in horizontaal geplaatste ster ie 1 e 
vlakke schal en of petridozen. Voor een petridoos met een binnen-
middellijn van 9 cm dient 6 tot 6,5 ml geënte agar te ,.,orden 
gebruikt. De schalen of dozen dienen vóór het g i e t e n een tempera-
tuur te hebben van ongeveer 55°C. 
Gebruiksklare agarplaten kunnen 3 dagen worden be,.,aard mits d it 
bij 4 °C gebeurt. 
Controlemelk 
Uitgaande van de i n 3.3.2 genoemde oplossing die 1 IE penicilline 
G bevat per ml, wordt controleme lk gemaakt die 0,01 en 0,1 IE/ml 
bevat door 1 en 10 ml van deze oplossing met ondermelk aan t e 
vullen tot 100 ml. 
Voor houdbaarheid en wij z e van be\·laren van de controleroe lk zie 
3. 3. 3. 
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P a p i e r s c h i j f j e s m e t p e n i c i 1 1 i n a s e 
Daartoe \·Tordt een stamoplossing van penicillinase bereid door aan 
de inhoud van een flesje penicillinase van de Koninklijke Neder-
landse Gist- en Spiritusfabriek 10 ml gedestilleerd of gedemine-
raliseerd water toe te voegen. Deze oplossing is, mits bewaard in 
een koelkast bij 1 - 5°C , tenminste vier maanden houdbaar. 
Voor het gebruik wordt de stamoplossing 10-maal verdund. 
De schijfjes worden in de tienmaal verdunde stamoplossing van de 
penicillinase gedrenkt en daarna gedroogd bij 30°C. Deze peni-
cillinase-houdende schijfjes dienen in het donker bij 1 - 5°C te 
worden be\'/aard. Deze schijfjes zijn tenminste één jaar houdbaar. 
Toevoeging van een weinig eosine aan de verdunde oplossing van 
penicillinase is een eenvoudige methode om de penicillinase-
houdende schijfjes te kunnen onderscheiden van de normale. 
Werk\'lijze 
Het te onderzoeken monster wordt zodanig gemengd dat een eventuele 
roomlaag door de vloeistof wordt verdeeld. 
Een schijfje filtreerpapier (bijvoorbeeld Schleicher en SchÜll 
601) met een diameter van 12,7 mm \'/Ordt met behulp van een schone 
pincet met spitse punten met de rand juist tegen het oppervlak van 
de vloeistof gehouden . Zodra het zich heeft volge zogen wordt het 
sch ijfj e op de agarlaag in de petridoos of schaal met de geënte 
proefcultuuragar gelegd en word t het met d~ punten van de pincet 
zacht en gelijkmatig aangedrukt. 
Er dient zorg te \'/Orden gedragen voor een voldoende aantal con-
trolebepalingen met behulp van de controleme lk met 0,01 en met 0,1 
IE penicilline per ml. 
De dozen of schalen met agar worden in een broedstoof bij 60 ~ 0,5 
°C gebracht . Er dient voldoende ruimte te worden overgelaten voor 
een goede luchtcirculatie. De agar wordt gedurende t enminste drie 
uur bebroed. 
Men gaat na of na bebroeding van de plaat om het schijfje een 
heldere zone aam'/ezig is, welke even groot of groter is als de 
zone van de melk met 0,01 IE resp. met 0,1 IE penicilline per ml. 
De agarlaag dient na het bebroeden nagenoeg egaal of egaal ·troebel 
te zijn . Afzonderlijke koloniën mogen met het blote oog nog juist 
herkenbaar zijn . 
Bij onderzoek van de melk met 0,01 IE resp. met 0,1 IE penicilline 
per ml dient rondom het schijfje een duidelijk zichtbare zone 
aanwezig te zijn. (Bij 0,01 IE, 17- 20 mm en bij 0,1 IE, 25 - 30 
mn) 
Hoe\'/e l nie t noodz akelijk is het ook ge\'/ens t duide lijk positieve 
r eakti es met een remmingszone kl einer dan die van de c ontrolemelk 
met 0,01 IE penicilline/rol te noteren. 
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Tegelijkertijd met het hierboven genoemde onderzoek worden schijf-
jes voorzien van penicillinase gedrenkt in de te onderzoeken melk 
op de agar gelegd naast de van melk voorziene normale schijfjes. 
Penicilline wordt geacht aam'/ezig te zijn, indien bij de aan-
vankelijk positief reagerende monsters, bij de proef met peni-
cillinase, de heldere zone verdwenen of duidelijk \'/aarneembaar 
verkleind is. 
R e a c t i e o p 
t h e t i s c h e 
de aanwezigheid van semi-syn-
( p e n i c i 1 1 i n a s e r e s i s t e n t e ) p e n i -
c i 1 1 i n e s 
Principe 
Monsters melk die bij het onderzoek genoemd onder 5 \'lel een 
groeiremmingszone lieten zien, doch een zone die niet duidelijk 
kleiner werd bij het · gebruik van schijfjes met penic i 11 inas e, 
worden door middel van een intensievere behandeling met pen i-
cil linase getoetst op de aam'/ezigheid van residuen van semi-
synthetische penicillines die resistenter tegen penicillinase 
zijn. 
Werk\'lijze 
Van het betreffende monster worden twee porties van 1 à 5 ml 
gedurende 10 minuten in een \'/aterbad van 80°C geplaatst. Na 
afkoeling wordt ~~n portie, per ml melk, voorzien van 0,1 ml van 
de onder 5.5 genoemde stamoplossing van penicillinase. Daarna 
worden beide porties gedurende twee uur bewaard bij 3 7 à 40°C. 
Veryolgens \'/Orden beide porties op de wijze beschreven in 5. 6 
onderzocht op de aam.,ezigheid van bacteriegroeiremmende stoffen. 
Een groeiremming verkregen met de penicillinase vrije portie en 
een negatieve of duide 1 ijk minder sterke groeiremming verkregen 
met het monster met penicillinase wijst op de aam'/ezigheid van 
penicillinase resistente penicilline in dat monster. 
Bij het onderzoek genoemd onder 5.6 werd reeds genoteerd bij welke 
mens ters de groeiremming de grenzen overschreed die corr es pon-
deerden met 0,01 en 0,1 IE penicilline G per ml. 
Aanwezigheid 
p e n i c i 1 1 i n e 
van andere antibiotica d a n 
Groeiremming zonder dat penicilline of semi-synthetische peni-
cillines aam'/ezig zijn, wijst op de aanwezigheid van andere 
groeiremmende stoffen. Dit kunnen antibiotica residuen zijn, maar 
ook andere mogelijkheden zijn denkbaar bijv. bacteriostatische of 
bactericide stoffen geproduceerd door melkbacteri~n of remstoffen 
die van nature aanwezig zijn zoals lysozyme en lactoferrine. Bij 
een goede uitvoering van de opsporingsproef, waarbij een bebroe-
ding s temperatuur van 63°C is voorg eschre ve n,· is lysozyme onwerk-
zaam. 
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De ervaring en het onderzoek hebben geleerd dat bij het onderzoek 
van mengmelk van een boerderij remmingszones corresponderende wat 
de groeiremming betreft met 0,01 of meer IE penicilline G per ml 
worden veroorzaakt door residuen van antibiotica. 
Ede, 6 juni 1984 
Dr . Ir. T.E. Galesloot 
Mede namens: 
Dr.Ing. H. Mol (KvW, Utrecht) 
Ing. C.J. Klijn (Moned) 
N.J.G . Broex (Rikilt) 
AAN GEADRESSEERDE (zie bijlage) 
2680 1984-10-22 
Ba~teriegroeiremmende stoffen. Pr.nr. 101.6040. 
Mijn~ heren, 
Zoals onlangs afgesproken, tijdens de bijeenkomst op het MOh~D in 
Zutphen, zijn wij voornemens U enkele malen een aantal monsters to~ ce 
sturen waarin U de aan- of afwezigheid van bacteriegroeiremmende stof-
Jen in boerderijmelk dient vast te stellen met de gedemonstreerde en 
besproken methode (zie voorschrift 6 juni 1984 van dr ir Th.E. 
Galesloot). 
Daarvoor sturen wij U op dinsdag 6, 27 november en 18 december a.s. 
steeds een serie van 40 monsters en verzoeken U deze zo spoedig m~~e­
lijk na ontvangst te onderzoeken en ons het resultaat, per ringtest~ 
yia het bijgevoegde resultatenformulier te doen toekomen. Per ringtest 
sturen wij U een totaal overzicht van de gevonden resultaten en aan 
het eind van de drie ringtesten zullen de resultaten geevalueerd ~o~­
den. 
Mochten er · nog vragen zijn dan vernemen wij dit graag . 
Hoogachtend, 
N.J.G. Broex 
afd. Microbiologie 
c c: dr ir. Th. Galesloot; secretaris COM 
